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Uvod
Dentin,  kao  specifi~no  tvrdo  zubno  tkivo,  bogato  je
organskim materijama koje ~ine oko 20 % njegove te`ine i
33% zapremine. Skoro 90% organskog matriksa dentina je
kolagen, dok ostatak ~ine nekolageni proteini i proteoglikani
sa dominantnim anjonskim karakterom, kao i izvesne lipidne
komponente
1.
Me|utim,  nekolageni  organski  sastav  dentina  nedo-
voljno je prou~en. U grupu kiselih glikoproteina spada dentin
sijaloprotein (DSP). Ovaj protein je otkriven samo u dentinu
i njegova molekularna masa dobijena je u procesu SDS-poli-
akrilamid gel elektroforeze (PAGE) 95 kDa
2. Sekretuje se od
strane  odontoblasta  i  nekih  }elija  dentalne  papile.  Sinteza
DSP  se  odigrava  posle  sekrecije  kolagena  tipa  I  ali  pre
depozicije  prvog  sloja  mineralizovanog  dentina.  Uloga
dentin  sijaloproteina  nije  definisana  u  procesu  dentino-
geneze
3. Ko{tani sijaloprotein (BSP) se u dentinu nalazi u
tragovima
4.  Ko{tani  sijaloprotein  (BSP)  je  visoko  glikozi-
lisan i sulfatisan fosfoprotein, originalno izolovan u kostima.
Imunodetekcijom je dokazano da je BSP odsutan iz mekih
tkiva kao {to su mi{i}i, hrskavica, tetive, ko`a i jetra
5,6. BSP
se  sastoji  od  oko  300  aminokiselina  i  bogat  je  glicinom  i
asparaginom. Osteopontin je  fosforilisani  glikoprotein  koji
sadr`i  RGD  (arginin-glicin-asparaginska  kiselina)  integrin
(receptor otkriven na povr{ini }elijske membrane odgovoran
za  interakciju  }elije  i  ekstracelularnog  matriksa)  receptor
vezuju}u sekvencu. Ovaj podatak dovodi osteopontin u vezu
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Rezultati istra`ivanja pokazuju zna~ajno prisustvo dentin sijaloproteina,
ko{tanog sijaloproteina i osteopontina u analiziranim uzorcima dentina. 
Dentin sijaloprotein (DSP) je jedan od specifi~nih proteina u dentinu.
Produkt je sekretorne aktivnosti zrelih odontoblasta. On predstavlja pouz-
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jedinstveni,  kriti~ni  i  klju~ni  zna~aj  u  dentinogenezi.  U  istra`ivanju
otkriveni ko{tani sijaloprotein (BSP) i osteopontin nisu specifi~ni za dentin i
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u inicijaciji rasta kristala hidroksiapatita u mineralizovanim tkivima. Osteo-
pontin i alkalna fosfataza mogu biti markeri diferencijacije odontoblasta.
Analiziraju}i  prezentovane  karakteristike  pomenutih  nespecifi~nih
proteina,  mo`e  se  izvesti  zaklju~ak  o  neophodnosti  njihovog  prisustva
tokom procesa dentinogeneze.
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Stom Glas S, 2004; 51:71-76sa biohemijskim procesima koji se odigravaju u ekstracelu-
larnom matriksu. Molekularna masa osteopontina je 44 kDa
7.
Lociran  je  u  predentinu  i  nije  specifi~an  za  dentin  jer  se
nalazi  u  brojnim  tkivima
8,9.  Osteopontin  je  lociran  u  regiji
mineralizacionog fronta
10, gde izgleda da ima ulogu u inhibi-
ciji formiranja kristala apatita
11,12.
Dentin  i  njegova  slo`ena  ultrastruktura,  molekularni
sastav i biohemijski procesi koji se u ovom tkivu odigravaju
jo{ uvek su nedovoljno razja{njeni, pa samim tim predstavl-
jaju i izazov za nauku. Uvodjenjem SDS-PAGE elktroforeze
mogu}e je preciznije utvrditi prisustvo proteina u dentinu kao
i njihov kvalitativni i kvantitativni sastav. 
Cilj istra`ivanja je bio da se izvr{i identifikacija speci-
fi~nih  i  nespecifi~nih  nekolagenih  proteina  u  dentinu  pri-
menom SDS-PAGE elektroforeze  i da se analizom dobijenih
rezultata  predstavi    molekularno-biolo{ki  zna~aj  detekto-
vanih proteina u dentinu u procesu dentinogeneze.
Materijal i metode
Priprema uzoraka
Kao materijal u istra`ivanjima poslu`ili su zubi u masi
od 100 grama koji su zamrznuti u te~nom azotu i razbijeni na
veoma  male  delove  hidrauli~nom  presom  do  konzistencije
praha. Smrznuta masa zuba u prahu je tretirana sa gvanidin
hidrohloridom u 50 mM natrijum acetatu, pH vrednosti 5.8.
Cilj ovog postupka je uklanjanje }elijskih ostataka i makro-
molekula koji ne poti~u iz dentina
13,14.
SDS - PAGE
SDS PAGE elektroforeza je izvedena u poliakrilamid-
nim gelovima koji sadr`e sodium dodecil sulfat. Gelovi za
ovu  elektroforezu  se  pripremaju  u  laboratoriji  neposredno
pred  po~etak  eksperimenta.  Poliakrilamidni  gelovi  su
polimerizovani  rastvori  akrilamida  i  bis-akrilamida.  Sam
akrilamid formira linearne polimere. Bis-akrilamid, sa svoje
strane, omogu}ava  unakrsno povezivanje izme|u poliakril-
amidnih lanaca. Tako se polimerizuje gel koji ima ulogu sita
pri ~emu su ve}e pore pri vrhu gela, dok se veli~ina pora per-
manentno  i  postepeno  smanjuje  kako  se  pribli`ava  donja
ivica gela
15,16,17.
Tokom SDS PAGE elektroforeze svi proteini u uzorci-
ma  koji  se  na  po~etku  procesa  nalaze  u  inertnom  gelu  za
postavljanje  uzoraka  (stacking  gel),  na  vrhu  separacionog,
poliakrilamidnog gela (running gel), migriraju prema anodi
(negativnoj elektrodi) na dnu gela
18.
U toku PAGE, nivo migracije SDS-tretiranih proteina
je determinisan molekularnom masom proteina. Proteini pro-
laze kroz "re{eto" gela pri ~emu proteini sa ve}om masom
ostaju  zarobljeni  u  vi{im  delovima  gela,  a  manji  prodiru
nani`e, gde je i dijametar pora u gelu sve manji.
Vizuelizacija uzoraka
Protokol za bojenje (Coomassie Blue Staining Protocol)
pri vizuelizaciji proteina u SDS PAGE-u podrazumeva ura-
njanje gela u rastvor sa 50% etanola i 10% sir}etne kiseline
na vremenski period od najmanje jednog sata.
19,20
Sledi  ispiranje  gela  u  vodi  i  njegovo  razvijanje    u
0.04%-nom formalinu (35% formaldehida u vodi) i 2%-nom
natrijum karbonatu pri intenzivnom me{anju gela. Tretirani
gelovi, sada obojeni Silver Staining tehnikom, se ~uvaju na
temperaturi od 4°C u 1%-nom rastvoru sir}etne kiseline, sve
do trenutka kada se vr{i analiza rezultata
21.
Po zavr{etku vizuelizacije dobijenih rezultata elektro-
foreze  biraju  se  ta~ke  na  gelu  (proteini  se  nakon  bojenja
uo~avaju kao tamne mrlje) koje se isecaju iz gela i upu}uju
na masspektrometrijsku analizu.
Dobijeni rezultati masspektrometrijskih analiza u vidu
determinisanih sekvenci amino-kiselina se zatim upore|uju
sa dostupnim bazama podataka u kojima se nalaze sekvence
do  sada  otkrivenih  i  opisanih  proteina.  Analiza  sli~nosti
sekvenci amino kiselina je omogu}ena kori{}enjem specijal-
nih baza podataka u kojima se nalaze svi do sada otkriveni
lanci aminokiselina koji ulaze u sastav polipeptida.
Rezultati
Uzorci  poliakrilamidnog  gela  sa  rezultatima  elektro-
foreze  frakcije  dentina  prikazuju  prisustvo  veoma  velikih
koncentracija  proteina  u  ovoj  frakciji.  Rezultati  masspek-
tometarske analize dva ise~ka gela potvr|uju prisustvo dentin
sijaloproteina  (DSP)  i  ko{tanog  sijaloproteina  (BSP)  u
dentinskoj frakciji. Molekularna masa DSP-a je oko 90 kDa,
dok se BSP locira u gelu u visokim koncentracijama u nivou
molekularnih  masa  od  70  do  75  kDa.  Na  slikama  1-5  se
mogu videti i rezultati masspektometrijske analize prikazani
u  BLAST  programu  za  identifikaciju  aminokiselinske
sekvence proteina.
Masspektometraska analiza dentinske frakcije 32 treti-
rane u PAGE-u otkriva prisustvo kiselog glikoproteina, osteo-
pontina, molekularne mase oko 44 kDa. Rezultati su prikazani
u BLAST programu NCBI baze podataka (slike 6-8). 
Slika 1. Frakcija 15. Uo~iti DSP i BSP
Figure 1. Fraction 15. See DSP and BSP
72 Stom Glas S, vol. 51, 2004.Slika 2. Rezultati masspektrometarske analize uzorka gela frakcije 15 dentina
prikazani u BLAST programu za identifikaciju aminokiselinske sekvence
proteina(NCBI). Jedan od uzoraka je identifikovan kao dentin sialoprotein
Figure 2. Results of masspecometry anallisys of sample gel fraction 15 dentine
shown in BLAST program for identification aminoacid sequences of protein
(NCBI). One of the sample was identified as dentin sialoprotein
Slika 3. Rezultat masspektrometarske analize uzorka gela frakcije dentina 15 
prikazan u vidu aminkoiselnske sekvenve (DSP)
Figure 3. Results of masspecometry anallisys of sample gel fraction 15 dentine
shown like aminoacid sequence (DSP)
Slika 4. Rezultati masspektrometarske analize uzorka gela frakcije 15 dentina
prikazani u BLAST programu za identifikaciju aminokiselinske sekvence 
proteina (NCBI). Jedan od uzoraka je identifikovan kao ko{tani sialoprotein
BSP II
Figure 4. Results of masspecometrz anallisys of sample gel fraction 15 dentine
shown in BLAST program for identification aminoacid sequences of protein
(NCBI). One of the sample was identified as bone sialoprotein II
Slika 5. Rezultat masspektrometarske analize uzorka gela frakcije dentina 15 
prikazan u vidu aminkoiselnske sekvenve (BSP II)
Figure 5. Results of masspecometry anallisys of sample gel fraction 15 dentine
shown like aminoacid sequence (DSP)
Slika 6. Frakcija 32. Uo~iti osteopontin
Figure 6. Fraction 15. See DSP and BSP
Slika 7. Rezultati masspektrometarske analize uzorka gela frakcije 32
dentina  prikazani  u  BLAST  programu  za  identifikaciju  aminokiselinske
sekvence proteina (NCBI). Uzorak  je identifikovan kao osteopontin
Figure 7. Results of masspecometrz anallisys of sample gel fraction 15
dentine shown in BLAST program for identification aminoacid sequences of
protein (NCBI). One of the sample was identified as osteopontin
Slika  8.  Rezultat  masspektrometarske  analize  uzorka  gela  frakcije
dentina 32 prikazan u vidu aminkoiselnske sekvenve (Osteopontin)
Figure 8. Results of masspecometry anallisys of sample gel fraction 15
dentine shown like aminoacid sequence (osteoppontin)
Diskusija
Rezultati ovih istra`ivanja ukazuju na prisustvo dentin
sijaloproteina u ispitivanim frakciji dentina. Dentin sijalopro-
tein  (DSP),  poznat  jo{  kao  95kDa  glikoprotein,  bogat  je
sijalinskom kiselinom i nalazi se jedino u dentinu. Za razliku
od  drugih  glikoproteina,  osteopontina,  ko{tanog  sijalopro-
teina i BAG-75, DSP na sadr`i fosfate. Sli~no ostalim sijalo-
proteinima,  DSP  je  bogat  sa  aspartanskom  kiselinom,  glu-
taminskom kiselinom, serinom i glicinom
4.
Karbohidratni  sadr`aj  DSP-a  u  procentu  od  29,6%
uklju~uje i oko 9% sijalinske kiseline. DSP ~ini singularni
polipeptidni lanac bez cisteinskih i disulfidnih veza.
Migracija  DSP  u  SDS  poliakrilamidnoj  gel  elektro-
forezi ukazuje da je njegova molekularna masa oko 140.000
u  5-15%  gradijentnom  gelu  i  105.000  u  15%  gelovima
22.
Medjutim,  literaturni  podaci  ukazuju  na  stepen  migracije
DSP-a blago iznad 94.000 standardne vrednosti molekularne
mase, ~ime je i definitivno potvr|ena njegova molekularna
Serbian Dental J, 2004, 51 73masa  od  95kDa
18.  Ovi  podaci  su  u  potpunoj  korelaciji  sa
rezultatima ovog istra`ivanja. .
Dentin sijaloprotein je produkt odontoblasta i sekretuje
se  u  predentin  i  dentin
23,24.  Preciznija  imunohistohemijska
istra`ivanja sa pre~i{}enim antitelima potvr|uju da je DSP
sintetisan od strane odontoblasta i da se nalazi i u predentinu
i u dentinu. Prisustvo ovog proteina nije dokazano u gle|i,
kostima, mi{i}ima i hrskavici
25.
Uloga DSP u procesu dentinogeneze nije poznata. Pred-
postavlja se da DSP ima uticaj na proces mineralizacije
26.
Uzimaju}i u obzir ekspresiju ovog proteina u odontoblastima
i odontoblastolikim }elijama, DSP mo`e biti va`an marker
fenotipa odontoblasta
27. Eksperimenti indukcije reparativne
dentinogeneze  pokazuju  da  }elije  koje  zamenjuju  o{te}eni
sloj odontoblasta u sebi sadr`e dentin sijaloprotein, za razliku
od susednih }elija
25.
Ko{tani  sijaloprotein  (BSP) se  u  dentinu  nalazi  u
tragovima
4. Prisustvo BSP-a u malim koli~inama potvr|uju i
na{i  rezultati  rada.  Ko{tani  sijaloprotein  (BSP)  je  visoko
glikozilisan i sulfatisan fosfoprotein, originalno izolovan u
kostima. Imunodetekcijom je dokazano da je BSP odsutan iz
mekih tkiva kao {to su mi{i}i, hrskavica, tetive, ko`a i jetra
5,6.
BSP se satoji od oko 300 aminokiselina i bogat je glicinom i
asparaginom (slike 4 i 5). 
Dobijeni rezultati molekularne mase BSP-a takodje su
saglasni  sa  podacima  iz  literature  2,  28-30.  Molekularna
masa BSP-a je izme|u 70.000 i 80.000 i dobijena je migraci-
jom  proteina  u  poliakrilamidnoj  gel  elektroforezi
2.  Sinteza
BSP-a i njegove mRNK u odontoblastima prezentirana je u
seriji studija
28. U dentinu, BSP je lokalizovan u odontoblasti-
ma  i  njihovim  produ`ecima  i  u  peritubularnom  dentinu
29.
Ekspresija proteina je vezana za mineralizovana tkiva - kost,
dentin i cement, ali i za hipertrofi~ne hondrocite i placentne
trofoblaste
30.
Iako  funkcija  ko{tanog  sijaloproteina  u  mineralizaciji
tkiva nije jasno ustanovljena, dokazano je da BSP indukuje
formiranje kristala hidroksiapatita u sistemu agaroznog gela,
u  prisustvu  niske  koncentracije  jona  kalcijuma  i  fosfata
12.
Podaci iz literature sugeri{u da BSP mo`e imati funkciju u
inicijaciji  rasta  kristala  hidroksiapatita  u  mineralizovanim
tkivima
29.
Uporedna analiza podataka iz literature i rezultata ovog
rada potvr|uje prisustvo osteopontina u organskom matriksu
dentina. Osteopontin je fosforilisani glikoprotein sa moleku-
larnom masom od oko 44 kDa. Sastoji se aproksimativno od
280-300 amino kiselina (u zavisnosti od vrste sisara). Bogat
je aspartanskom kiselinom, serinom i glutaminskom kiseli-
nom
6.  Protein  sadr`i  i  sulfate
31,  prvenstveno  tirozin  sulfat
(slike 7 i 8). 
Eksperimenti imunolokalizacije pokazuju da se osteo-
pontin  sekretuje  od  strane  preosteoblasta,  osteoblasta  i
mladih osteocita
7. Me|utim, osteopontin je lociran i u odon-
toblastima, serumu, neuroepitelijalnim }elijama unutra{njeg
uha i }elijama ko{tane sr`i
9. Poznato je da se osteopontin sin-
teti{e u osteoblastima u ranoj fazi mineralizacije kosti. Alka-
lna  fosfataza  se  tako|e  uo~ava  u  ranoj  fazi  diferencijacije
}elija koje u~estvuju u mineralizaciji
29. Iz ovih podataka se
mo`e izvesti zaklju~ak da pomenuta dva proteina mogu biti
markeri  diferenciranih  osteoblasta.  Analogno  iznetoj  hipo-
tezi, mo`e se postaviti i pitanje da li osteopontin i alkalna
fosfataza  mogu  biti  markeri  diferencijacije  odontoblasta.
Osteopontin je lociran u organskom matriksu dentina
32 i pre-
dentinu
33.
Uloga osteopontina u procesima mineralizacije nije u
potpunosti rasvetljena. Ukazuje se na tri mogu}e uloge osteo-
pontina u procesima mineralizacije. Zbog njegove pojave o
preosteoblastima i osteoblastima pre formiranja prvih miner-
ala, ovaj protein mo`e biti }elijski adhezioni faktor
4. Druga
mogu}a funkcija osteopontina je, kao i ostalim fosfoproteini-
ma, indukcija mineralizacije u kostima, dentinu i cementu
33.
Tre}a predpostavljena uloga je njegovo vezivanje za osteok-
laste u procesu zarastanja preloma kosti
34.
Zaklju~ak
Dentin sijaloprotein (DSP) je jedan od specifi~nih pro-
teina u dentinu. Produkt je sekretorne aktivnosti zrelih odon-
toblasta.  On  predstavlja  pouzdani  marker  fenotipa  odonto-
blasta. Sama ~injenica da je DSP specifi~an za dentin i da se
ne mo`e na}i ni u jednom drugom tkivu, implicira njegov
jedinstveni, kriti~ni i klju~ni zna~aj u dentinogenezi. 
Otkriveni BSP i osteopontin nisu specifi~ni za dentin i
produkuju  ih  kako  odontoblasti  tako  i  osteoblasti.  Ko{tani
sijaloprotein mo`e imati funkciju u inicijaciji rasta kristala
hidroksiapatita  u  mineralizovanim  tkivima.  Osteopontin  i
alkalna fosfataza mogu biti markeri diferencijacije odonto-
blasta.
Karakteristike pomenutih nespecifi~nih proteina ukazu-
ju  na  neophodnost  njihovog  prisustva  tokom  procesa
dentinogeneze.
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PRESENCE AND ROLE OF NONCOLLAGENOUS PROTEINS IN
DENTIN - DENTIN SIAOLPROTEIN, BONE SIALOPROTEIN AND
OSTEOPONTIN
SUMMARY
Dentin, as a specific hard tooth tissue is very rich in organic materials,
representing approximately 20% of its weight and 33% of its volume. The
basic organic component of dentin is collagen. However, the noncollage-
nous organic content of dentin has not been sufficiently studied. Dentin and
its complex ultrastructure, molecular content and biochemical process, play-
ing  the  main  role  in  dentinogenesis,  still  haven’t  been  fully  explained,
which presents a real scientific challenge.
Protein separation was done with sodium dodecil sulfate poliacrilamid
gel electrophoresis (SDS PAGE) technique in which polipeptides are sepa-
rated by the differences in their molecular masses.Electrophoretic analysis
of proteins is very important in basic research of proteins family which are
organic constituents of the dentin tissue.
Research results revealed significant presence of dentin sialoprotein,
bone sialo protein and osteopontin in analized samples of dentin.
Dentin sialoptotein (DSP) is one of the specific proteins in dentin, and
its produced by secretory activity of mature odontoblasts. It also represents
a reliable phenotype marker of odontoblasts. The fact that dentin sialopro-
tein is specific for dentin and cannot be found in any other tissue implicate
sits unique, critical and key-roll in dentinogenesis. Bone sialoprotein (BSP)
and osteopontin, revealed in this research, are not specific for dentin. They
are produced both by odontoblasts and osteoblasts. Bone sialoprotein may
have a function in the initiation of the crystal hydroxiapatite growth in min-
eralized tissues. Osteopontin and alkaline phosphatase could be the markers
of the odontoblast differentiation.
Upon analyzing the characteristics of the presented nonspecific pro-
teins, the necessity of their presence during the process of dentinogenesis
can be stated as a conclusion to this research.
Key words: dentin, SDS-PAGE, dentin sialoprotein, bone sialoptotein, osteopontin.
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